







特 约 来 稿
































Particulate Matter in Therapeutic Protein Injections》章节提出:在每瓶蛋白质注射制剂中，粒径≥10 μm的
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(Analytical ultracentrifugation，AUC)、场流分离法(Field-flow fractionation，FFF)、浊度法(Turbidimetry /
nephelometry)、动态光散射法(Dynamic light scattering，DLS)、纳米颗粒跟踪分析技术(Nanoparticle













Fig．1 Schematic diagram of multiple aggregation pathways for monoclonal antibody (mAb)［4］
(a)Folded monomer; (b，c)Partly unfolded monmers; (d，e) Partl unfolded‘clusters’; (f) Folded‘clusters’;
































流体动力学信息［20，21］，故主要使用 AUC-SV对寡聚蛋白质进行检测。如 Philo 等［22］使用 AUC-SV 实现



































































































图 2 (A)分析超速离心法的原理;(B)寡聚 mAb的沉积系数分布图［22］









法(Asymmetric flow FFF，AF4)在蛋白质团聚体的分离和检测中应用最广［26］。Gabrielson 等［28］通过对

















































图 3 (A)场流分离法的原理;(B)非对称流场流分离法的原理;(C)FFF分离寡聚 mAb的洗脱图［26］
Fig．3 (A)Principle of field-flow fractionation (FFF); (B)Principle of asymmetric flow FFF (AF4);
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的浓度可以高达 50 mg /mL，故绝大多数蛋白质药物无需作稀释处理。此外，DLS 的样品用量少，仅需
10～100 μL。但是，DLS的粒径分辨率低［42］，无法准确测定分散性极大的蛋白质团聚体的粒径;其次，
DLS无法测定蛋白质团聚体的浓度。这些因素限制了 DLS在蛋白质团聚检测中的应用。
2．2．3 纳米颗粒跟踪分析技术 NTA 是近几年发展起来的一种利用散射光对溶液中单个微粒的布朗









30～1000 nm［43］。例如 Filipe等［43］通过对免疫球蛋白 1(IgG1)和胰岛素(Insulin)团聚体进行检测，对比
了 NTA与 DLS的检测性能，尽管 NTA无法表征粒径小于 30 nm的蛋白质团聚体，但是分辨率优势明显




































图 4 (A)纳米颗粒跟踪分析技术的原理;(B)NTA拍摄视频的画面截图［47］;(C)NTA跟踪 1个微粒的
布朗运动路径［47］;(D)NTA检测 IgG1团聚体的粒径分布［43］
Fig．4 (A)Principle of nanoparticle tracking analysis (NTA); (B)One frame from a video captured by











检测，主要检测粒径大于 1 μL的蛋白质团聚体。如 Mach等［49］最先将流式细胞仪(FC500)用于蛋白质






功具有自主知识产权的超高灵敏流式检测装置(High sensitivity flow cytometer，HSFCM)，将二氧化硅纳
米颗粒、病毒、纳米药物、细胞外囊泡的流式散射检测下限分别降低到 24、27、30 和 40 nm，较传统流式
细胞仪的散射检测灵敏度提升 4 ～ 6 个数量级。Filipe 等［55］使用流式细胞术考察了血浆条件对微米尺

































































图 5 (A)流式细胞术的原理;(B)Alexa fluor 488标记的 IgG1团聚体的侧向散射-荧光散点图［55］
Fig．5 (A)Principle of flow cytometry (FCM); (B)Fluorescence vs． side scatter FCM plots of Alexa fluor
488 labeled IgG1 aggregates［55］
对比 FCM、NTA和 DLS可知，FCM直接根据散射光强度对颗粒大小进行测定，而 NTA 和 DLS 是基








electron microscopy，SEM)应用最为普遍。TEM 和 SEM 均常用于蛋白质团聚体的形貌表征和研
究［55～60］。例如 Okada等［56］使用 TEM对 β-淀粉样蛋白 Aβ-(1-40)在有无单唾液四己糖神经节苷脂条件
下的纤维状团聚体进行了形貌表征(图 6A)。Chin等［57］使用 TEM发现两亲性共聚物 P188和 T1107对
溶菌酶(Lysozyme)团聚的抑制效果优于聚乙二醇。Ahmed 等［58］同时使用 TEM 和 SEM 对 HSA 在丙酮
醛刺激下形成的团聚体进行了形貌表征。Moretti等［59］利用超疏水表面的层流模拟人脑环境，使用 SEM
研究了与阿尔兹海默症相关的 tau蛋白团聚机制。Sung 等［60］使用 cryo-TEM对 IgG 团聚体的形貌进行







图 6 (A)Aβ-(1-40)纤维状团聚体的 TEM成像［56］;(B)IgG团聚体的 cryo-TEM成像［60］








纳米尺度蛋白质团聚体主要包括“核”等寡聚蛋白质和尺寸小于 100 nm 的可溶性团聚体，是形成
大尺寸团聚体的前体。检测该尺度蛋白质团聚体对蛋白质团聚机制的研究和预防极为重要。该尺度范
围主要适用的检测技术和方法有 SEC、SDS-PAGE、AUC、FFF、DLS、NTA 和 EM 等。其中 SEC、SDS-
PAGE、AUC和 FFF适用于寡聚蛋白质的分离和检测。例如 Shokker等［61］利用 SDS-PAGE和 SEC-HPLC
考察了 β-乳球蛋白(β-Lactoglobulin)的寡聚现象，发现寡聚体均为非共价连接，且分子量主要分布在
103 ～104 kDa。此外，研究还发现，寡聚体的分子量随加热时间和溶液离子强度的增加而增大。Kiese
等［62］利用 SEC-HPLC考察了 IgG1的寡聚现象，通过对比搅拌和振动，发现搅拌更容易导致 IgG1 寡聚，
且发现添加聚山梨酯 20(PS 20)对 IgG1具有保护作用，但在 0．0025%(W/V)的 PS 20 浓度条件下反而
会促进寡聚体增加。Wafer等［18］利用 AUC-SV对免疫球蛋白 A(IgA)和 Pfizer公司 IgG-ADC 中的单体、
二聚体和多聚体进行了分离和检测，利用贝叶斯分析和 F 统计对不同大小寡聚体的含量进行了计算。
Yohannes等［63］利用 FFF考察了低密度脂蛋白(LDL)的团聚现象，发现 α-糜胰蛋白酶、鞘磷脂酶和硫酸
铜会显著促进 LDL团聚，且 LDL团聚体的粒径主要分布在 30～160 nm。虽然 DLS 和 NTA 受限于分辨
率和灵敏度等无法区分寡聚体，但在纳米尺度的检测上限远大于 SEC、SDS-PAGE 和 AUC。总之，SEC、





检测技术和方法有 FFF、DLS、NTA、FCM 和 EM 等。例如 Saeseaw 等［64］利用 FFF 对 β-lactoglobulin 尺寸
在 0．4 μm以下的团聚体进行了检测，通过对比 Ca2+和 Zn2+的影响，发现 Zn2+更容易促进 β-lactoglobulin
团聚，且在 10 mmol /L Zn2+作用下，团聚体的平均粒径从 0．19 μm 增大至 0．38 μm。Xu 等［65］利用 DLS





分布在 0．03 ～ 25 μm 之间，在 25℃条件下，粒径在 1 ～ 10 μm 的团聚体增长更显著。Filipe 等［55］使用
FACSCanto II流式细胞仪探究了微米尺度 IgG1团聚受血浆条件的影响，发现改变 pH 值会促进小粒径
团聚体的形成(图 5Β)。Probst等［67］使用 ImageStreamX Mark II成像分析流式细胞仪对 ProteoStat试剂盒
的 IgG和 Lysozyme团聚体进行了高分辨率荧光成像，实现了对 2 ～ 25 μm 粒径范围蛋白质团聚体大小、






考察了 Heparin对 Insulin团聚的抑制效果，发现在溶液 pH 值临近 pI 和低离子强度的条件下，Heparin
可有效抑制 Insulin团聚，他们还对 Heparin与 Insulin静电相互作用的机理进行了阐述。Mahler 等［70］利
用浊度法考察了聚山梨酯 80(PS 80)对 IgG1团聚的影响，发现添加 PS 80后只有在搅拌刺激下 IgG1才




到了积极的推动作用。例如 Sahin等［71］利用 SEC-HPLC 和 AUC 对 BSA 的团聚动力学进行了研究，发
现 BSA通过“单体连续添加”和“团聚体相互作用”方式形成团聚均不可逆，其中“单体连续添加”只在
低于 Tm 1～2℃的条件下发生，而“团聚体相互作用”无论在低于或高于 Tm 的温度均可发生。Sugimoto
等［72］利用 SEC、SDS-PAGE、DLS和浊度法对 3 种材质容器包装的 Ｒoche 公司 Avastin(bevacizumab)的
团聚现象进行了表征，发现 3种材质容器中的 bevacizumab团聚体含量略微增加，单体含量略微减少，但
单体减少量均≤1%，表明不同材质容器不会促进 bevacizumab团聚。Surroca等［14］利用 SDS-PAGE 和质
谱法(Mass spectrometry，MS)对热刺激 β-Lactoglobulin团聚的机制进行了研究，发现二聚 β-lactoglobulin
是通过分子间形成 C121-C66、C160-C160或 C121-C160二硫键导致的。Liu 等［73］利用 SEC、SDS-PAGE、
MS、圆二色光谱法(Circular dichroism，CD)和核磁共振技术(Cuclear magnetic resonance，NMＲ)对 IgG
的 Fc区导致团聚的机制进行了研究，发现 CH2和 CH3结构域的 Met 33和 Met 209 氧化会改变 Fc 区的
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Ｒecent Advances in Analysis of Protein Aggregation
in Biopharmaceuticals
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Abstract Protein drugs，represented by recombinant protein drugs and therapeutic antibodies，have become
important components of biotech medicines． The efficacy and biosafety of protein drugs are superior to small
molecule drugs in the treatment of serious diseases such as malignant tumor，autoimmune disease and virus
infection． However，the stability of proteins is poor and they are prone to aggregate upon environmental
stimulation or due to their own instability during the process of production，purification，transportation and
storage． Protein aggregation may reduce therapeutic efficacy and thus induce immune responses． High-
sensitivity，high-resolution，simple and practical techniques for protein aggregation detection are of great
importance in the development and advancement of protein drugs． This paper intends to review the techniques
used for protein aggregation analysis such as size-exclusion chromatography，gel-electrophoresis，analytical
ultracentrifugation，field flow fractionation，turbidimetry /nephelometry，dynamic light scattering，nanoparticle
tracking analysis， flow cytometry， and electron microscopy． The principle， strengths， limitations and
applications of these techniques are discussed，and the direction in the future development is prospected．
Keywords Protein drugs;Protein aggregation;Size separation;Light scattering;Flow cytometry;Ｒeview
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